




























compare  serum  AGEs  levels  and  subclinical  atherosclerotic  markers  between  patients  with 
established  and  newly  diagnosed  T2DM. Among  540  patients with  T2DM  and  coronary  heart 
disease from the CORDIOPREV study, 350 patients had established T2DM and 190 patients had 
newly diagnosed T2DM. Serum levels of AGEs (methylglyoxal (MG) and N‐carboxymethyl lysine 































[6]. As endothelial dysfunction  represents a key early step  in  the development of atherosclerosis, 

























number NCT00924937), which  is  a  randomized,  single‐blind,  controlled  trial  that  includes  1002 
patients with coronary heart disease (CHD). The rationale, methodology and baseline characteristics 





In  the present cross‐sectional study, we  included  those T2DM patients  (n = 540) who met, at 












drug  therapy were also  recorded  for each participant. Systolic and diastolic blood pressure were 
measured with a validated digital automated blood pressure monitor. 
Venous blood samples were collected from the antecubital vein in VacutainerTM tubes containing 
EDTA  or  no  anticoagulant.  Serum  glucose,  HbA1c,  total  cholesterol,  high‐density  lipoprotein 
cholesterol  (HDL‐C)  and  triglyceride  (TG)  levels were measured by  spectrophotometry using  an 
Architect c‐16000 analyzer (Abbot®, Chicago, IL, USA). Low‐density lipoprotein cholesterol (LDL‐C) 












a high  resolution 12 mHz  transducer connected  to an ultrasound  scanner  (EnVisor HD, Philips®, 
Bothell, WA, USA) was placed on the antecubital fossa, in a location where anterior and posterior 
intimal  layers of  a non‐tortuous  longitudinal  segment of  the brachial  artery  could be  located,  to 





cuff deflation  (D2)  and  the  basal diameter pre‐occlusion  (D1),  calculated  as  [(D2  − D1)/D1]  ×  100. 
Participants  were  electrocardiogram‐monitored  throughout  the  whole  procedure,  and  arterial 











Ultrasound System, Philips, Eindhoven, The Netherlands),  following  the recommendations of  the 
American  Society  of  Echocardiography  Carotid  Intima‐Media  Thickness  Task  Force  [27]. 





Methylglyoxal  (MG) and N‐carboxymethyl  lysine  (CML) were measured  in  the serum using 







normality were  transformed. Continuous variables were  compared using  t‐test when  comparing 
between two groups, or one‐way analysis of variance (ANOVA) and post‐hoc multiple comparisons 
analysis  using  the  LSD  test  (homogeneous  variances)  or  Tamhane’s  statistic  (non‐homogeneous 





and  those with newly diagnosed T2DM  (n = 190) are shown  in Table 1. Patients with established 
T2DM were older, had higher systolic blood pressure, fasting glucose, fasting insulin, HbAc1 and 















Age (years)  60.0 ± 0.6  61.9 ± 0.4  0.015 
Sex (men/women)  158/32  285/64  0.724 
Weight (kg)  86.7 ± 1.0  85.0 ± 0.8  0.191 
BMI (kg/m2)  31.4 ± 0.3  31.1 ± 0.3  0.431 
Waist circumference (cm)  106 ± 0.8  105 ± 0.6  0.294 
DBP (mmHg)  76.9 ± 0.9  76.1 ± 0.6  0.448 
SBP (mmHg)  137 ± 1.5  143 ± 1.1  0.001 
HDL‐cholesterol (mg/dL)  41.5 ± 0.7  39.6 ± 0.5  0.023 
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LDL‐cholesterol (mg/dL)  92.4 ± 1.9  82.5 ± 1.4  <0.001 
Triglycerides (mg/dL)  146 ± 6.0  150 ± 4.1  0.604 
ApoA‐1 (mg/dL)  127± 1.4  125 ± 1.2  0.294 
ApoB (mg/dL)  77.3 ± 1.4  72.4 ± 1.0  0.005 
Fasting glucose (mg/dL)  120 ± 1.7  157 ± 3.0  <0.001 
Fasting insulin (mU/L)  10.8 ± 0.5  13.6 ± 0.9  0.024 
HOMA‐IR  4.27 ± 0.25  6.50 ± 0.43  < 0.001 
HbAc1 (%)  6.67 ± 0.06  7.66 ± 0.07  <0.001 
FMD (%)  4.11 ± 0.45  3.46 ± 0.35  0.256 
IMT‐CC (mm)  0.72 ± 0.01  0.75 ± 0.01  0.025 
Alcohol intake (>16 g/day) (%)  19.9  23.1  0.865 





Calcium channel blockers  16.8  24.9  0.039 
Beta‐blockers  62.6  63.6  0.852 
Nitrates  10  10  1.000 
Diuretics  42.1  46.7  0.320 
Lipid lowering drugs (%) 
Statins  86.8  85.7  0.795 
Fibrates  0  2.9  0.017 
Oral hypoglycemic agents (%)  0  72.8  <0.001 
Insulin (%)  0  25.8  <0.001 




lipoprotein;  LDL,  low‐density  lipoprotein;  Apo,  apolipoprotein;  HOMA‐IR,  homeostatic  model 
assessment for insulin resistance; FMD, flow‐mediated dilation; IMT‐CC, intima‐media thickness of 
both common carotid arteries; HbAc1, glycated haemoglobin. 
Significantly more  patients with  established  T2DM were  taking  calcium  channel  blockers, 
angiotensin converting enzyme inhibitors or angiotensin II receptor blockers and fibrates than those 














0.05  for  all  comparisons).  Serum CML  levels were higher  in patients with  established vs. newly 
diagnosed  T2DM,  regardless  of  the  severity  of  endothelial  dysfunction  (Figure  2B). Moreover, 
patients with  established  T2DM, with  severe  or  non‐severe  endothelial  dysfunction,  had  higher 
systolic  blood  pressure  compared with  patients with  newly  diagnosed  T2DM with  non‐severe 
endothelial dysfunction (Table 2) (p < 0.05 for all comparisons). 
   


















Age (years)  60.4 ± 1.2  59.8 ± 0.8  62.3 ± 0.7  61.4 ± 0.6  0.112 
Sex (men/women)  46/10 ab  98/20 ab  87/29 b  175/27 a  0.074 
Weight (kg)  84.7 ± 1.5  88.1 ± 1.3  84.6 ± 1.4  85.2 ± 1.1  0.229 
BMI (kg/m2)  31.5 ± 0.5  31.6 ± 0.4  31.2 ± 0.4  31.2 ± 0.4  0.877 
Waist circumference (cm)  104 ± 1.3  107 ± 1.1  104 ± 1.1  105 ± 0.8  0.204 
DBP (mmHg)  77.6 ± 1.6  76.7 ± 1.0  74.2 ± 0.9  77.4 ± 0.7  0.062 
SBP (mmHg)  141 ± 2.7 ab  136 ± 1.8 a  145 ± 2.0 b  143 ± 1.4 b  0.018 
HDL‐cholesterol (mg/dL)  41.0 ± 1.4  41.6 ± 0.8  40.0 ± 1.0  39.1 ± 0.6  0.128 
LDL‐cholesterol (mg/dL)  93.5 ± 3.8 a  92.6 ± 2.5 a  85.8 ±2.7 ab  81.7 ± 1.7 b  0.001 
Triglycerides (mg/dL)  151 ± 12.2  142 ± 7.0  161 ± 7.2  146 ± 5.4  0.253 
ApoA‐1 (mg/dL)  125 ± 2.6  128 ± 1.7  127 ± 2.2  124 ± 1.4  0.221 
ApoB (mg/dL)  81.5 ± 3.0 a  75.8 ± 1.8 ab  74.9 ± 1.8 ab  71.8 ± 1.3 b  0.007 
Fasting glucose (mg/dL)  122 ± 3.4 a  118 ± 2.1 a  155 ± 6.0 b  155 ± 3.4 b  <0.001 
Fasting insulin (mU/L)  11.2 ± 1.0 ab  10.4 ± 0.7 b  15.2 ± 1.7 a  12.9 ± 1.0 ab  0.052 
HOMA‐IR  4.27 ± 0.52 ab  4.18 ± 0.31 b  7.06 ± 0.9 a  6.09 ± 0.45 ab  0.002 
HbAc1 (%)  6.81 ± 0.11 a  6.63 ± 0.08 a  7.57 ± 0.13 b  7.72 ± 0.09 b  <0.001 
FMD (%)  −1.78 ± 0.70 a  6.91 ± 0.34 b  −2.19 ± 0.45 a  6.70 ± 0.30 b  <0.001 
IMT‐CC (mm)  0.74 ± 0.02 ab  0.72 ± 0.01 a  0.76 ± 0.02 b  0.75 ± 0.01 ab  0.162 
Alcohol intake (>16 g/day) (%)  21.8  19.1  22.4  23.1  0.682 




28.6 a  43.2 ab  61.2c  51.5 b,c  <0.001 
Calcium channel blockers  12.5  19.5  21.6  24.8  0.236 
Beta‐blockers  62.5  62.7  65.5  62.4  0.950 
Nitrates  8.9  11.0  6.0  11.4  0.442 
Diuretics  41.1 abc  40.7c  55.2 b  43.1 ac  0.094 
Lipid lowering drugs (%) 
Statins  87.5  84.7  83.6  87.1  0.805 
Fibrates  0 ab  0 b  3.4 a  3.0 ab  0.129 
Oral hypoglycemic agents (%)  0 a  0 a  73.3 b  72.8 b  <0.001 
Insulin (%)  0 a  0 a  26.7 b  24.8 b  <0.001 
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1 Values are presented as mean ± SEM (standard error of the mean). Numerical variables were analysed using one‐way ANOVA, whereas categorical variables were 
analysed using χ2  test. Values  in bold were significantly different  (p < 0.05). Values  in  the same row with different superscript  letters  (a, b, c) are significantly 








T2DM  vs.  those  with  CHD  and  newly  diagnosed  T2DM.  In  the  present  study,  patients  with 
established  T2DM  had  higher  serum AGEs  levels  (both MG  and CML)  than  those with  newly 
diagnosed T2DM.  
Although FMD (an early subclinical atherosclerosis marker) did not differ between these two 









skin of T2DM patients. This  is  in  line with our  findings  in patients with established T2DM, who 
exhibited the highest MG levels when severe endothelial dysfunction was present. 
The harmful effects of AGEs are mainly due to their ability to cross‐link proteins, thus affecting 
their conformation, altering  their enzymatic activity and  reducing  their degradation capacity and 
clearance  [8].  In  T2DM  patients, AGEs  accumulate  as  their  production  is  enhanced  by  chronic 
hyperglycemia, thus worsening AGE‐induced deleterious effects. This could explain our results as a 
greater dysregulation  of  glucose homeostasis  seen  in patients with  established T2DM  (who had 





and more  specifically  the  receptor  for AGEs  (RAGE)  [29]. Therefore, AGEs  can  lead  to vascular 
inflammation and pathological angiogenesis, contributing to the long‐term vascular complications of 






Endogenous AGEs  formation represents a minor component of  the  total body  load of AGEs; 
dietary AGEs are one of the most important exogenous sources of AGEs that depends on nutrient 
composition and  food processing methods applied  [32,33]. The  intake of meals  rich  in AGEs can 
acutely impair endothelial function in patients with and without T2DM [34]. Conversely, low‐AGE 
diets were shown to reverse insulin resistance and chronic inflammation, inhibit the progression of 
atherosclerosis  and prevent  experimental diabetic  complications  [35,36].  In  this  context, we have 
recently  published  that,  in  both  elderly  adults  and  patients  with  the  metabolic  syndrome,  a 
Mediterranean diet could be a beneficial dietary model in terms of AGEs reduction as it has a low 
content  of  dietary AGEs,  thus  consequently  reducing  their  circulating  levels  and  the  degree  of 
oxidative stress and inflammation [37,38]. 
The present study has some  limitations. As  it  is a cross‐sectional study, associations between 
serum levels of AGEs, FMD and IMT‐CC values cannot be inferred. Furthermore, we could not assess 
the  effects  of drug  therapy  on AGEs,  FMD  and  IMT‐CC. Moreover,  the  results  are  limited  to  a 







FMD did not differ between  the  two groups,  IMT‐CC was higher  in patients with established vs. 
newly  diagnosed  T2DM.  The  presence  of  severe  endothelial  dysfunction  was  associated  with 
increased IMT‐CC and MG levels. As AGEs accumulation is the result of endogenous formation, oral 
intake and renal clearance, they can be lowered by changes in dietary habits and pharmacological 
treatment. The present  findings  support  the need  for establishing strategies  to prevent or  reduce 
AGEs  in order to delay  the onset of CV complications  in newly diagnosed T2DM patients and  to 
minimize CV risk in patients with established T2DM. 
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